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A Doença da urina do xarope do bordo (DXB) é um erro inato do metabolismo 
causado por uma severa deficiência na atividade do complexo da desidrogenase dos α-
cetoácidos de cadeia ramificada, levando ao acúmulo dos aminoácidos de cadeia 
ramificada (AACR) leucina, isoleucina e valina. Considerando que as infecções 
desempenham um papel importante no desencadeamento de descompensação metabólica 
aguda em pacientes com DXB e que os mecanismos subjacentes a neurotoxicidade deste 
transtorno são pouco compreendidos, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da 
coadministração de lipopolissacarídeo (LPS) em ratos submetidos a um modelo de DXB 
sobre a permeabilidade da barreira hematoencefálica (BHE). Ratos Wistar (10 e 30 dias) 
receberam três injeções de um pool de AACR (15.8 mL/g peso corporal) contendo leucina 
(190mmol/L), isoleucina (59 mmol/L) e valina (69 mmol/L) ou salina (grupo controle), em 
intervalos de uma hora entre as injeções, por via subcutânea. Imediatamente após a 
primeira administração, os animais receberam uma única injeção intraperitoneal de LPS (3 
mg/kg). Uma hora após a administração dos AACR a integridade da BHE foi avaliada 
usando o corante de Evan's blue. Nós observamos que a coadministração de AACR e LPS, 
mas não a administração isolada deles, provoca quebra da BHE no hipocampo e córtex 
cerebral de ratos neonatos. Por outro lado, em ratos jovens a quebra da BHE ocorre 
somente no hipocampo. Em conclusão, estes resultados sugerem que o processo 
inflamatório associado a níveis elevados de AACR provoca um aumento da 
permeabilidade da BHE. Assim, sugere-se que o colapso da BHE é relevante para a 
perpetuação da inflamação no cérebro e pode estar relacionada com a disfunção observada 
em pacientes com DXB.  
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A Doença da urina do xarope do bordo (DXB; cetoaciduria de cadeia ramificada) é 
um erro inato do metabolismo de caráter autossômico recessivo causado pela deficiência 
na atividade do complexo da desidrogenase dos α-cetoácidos de cadeia ramificada 
(CDCCR). Esta deficiência metabólica leva ao acúmulo dos aminoácidos de cadeia 
ramificada (AACR) leucina, isoleucina e valina, e seus respectivos α-cetoácidos de cadeia 
ramificada (CACR), ácido α-cetoisocapróico (CIC), ácido α-ceto-β-metilvalérico (CMV) e 
ácido α-cetoisovalérico (CIV) (Chuang e Shih 2001). 
Embora sequelas neurológicas sejam comuns em pacientes com DXB, os 
mecanismos do dano cerebral na DXB ainda são pouco compreendidos. Há indícios que a 
leucina e/ou seu cetoácido sejam os principais metabólitos neurotóxicos na DXB, pois o 
aumento nas concentrações destes compostos (aproximadamente 5.0 mM) está associado 
com o surgimento de sintomas neurológicos (Snyderman et al 1964; Chuang e Shih 2001). 
A Leucina e CIC causam uma complexa síndrome neuroquímica que causa alterações no 
acúmulo de proteínas, na síntese de neurotransmissores, na regulação do volume celular, 
crescimento dos neurônios e síntese de mielina. A neurotoxicidade de leucina deriva em 
parte de sua capacidade de interferir com o transporte de outros grandes aminoácidos 
neutros através da barreira hematoencefálica (BHE), reduzindo o suprimento de triptofano, 
metionina, tirosina, fenilalanina, histidina, valina e treonina do cérebro (Gjedde e Crone 
1983; Smith e Takasato 1986; Boado et al, 1999; Killian e Chikhale 2001). A deficiência 
cerebral desses aminoácidos traz consequências adversas para o crescimento do cérebro e 
para a síntese de certos neurotransmissores como dopamina, serotonina, noradrenalina, e 
histamina (Kamei et al 1992; Araujo et al 2001; Zinnanti et al 2009). Além disso, severas 
deficiências de glutamato cerebral, GABA e aspartato tem sido naturalmente observados 
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em cérebros de vitelos com deficiência de CDCCR e no cérebro post-mortem de um bebê 
humano com DXB (Prensky e Moser, 1966; Dodd et al 1992). Também, tem sido 
demonstrado que o acúmulo de metabólitos na DXB produz disfunção bioenergética na 
mitocôndria (Howeel e Lee 1963; Danner e Elsas 1989; Pilla et al 2003; Sgaravati et al 
2003; Ribeiro et al 2008; Amaral et al 2010; de Franceschi et al 2013), apoptose de células 
neuronais (Jouvet et al 2000), estresse oxidativo (Bridi et al 2003, 2005; Fontella et al 
2002; Barschak et al 2006; Mescka et al 2011), aumento da atividade da acetilcolinesterase 
no cérebro (Scaini et al 2012a) e alteração nos níveis de neurotrofinas (Scaini et al 2012b, 
2013).  
Sabe-se que a infecção muitas vezes precipita a descompensação aguda com 
complicações em pacientes com DXB. A maioria dos pacientes morre dentro dos primeiros 
meses de vida devido à crise metabólica recorrente e deterioração neurológica, muitas 
vezes precipitada por infecção ou outros estresses, como a vacinação ou cirurgia (Chuang e 
Shih, 2001). A proteólise do músculo esquelético e o consequente aumento na liberação de 
aminoácidos na corrente sanguínea, induzida pelo fator de necrose tumoral alfa e outras 
citocinas, podem ser responsáveis pela descompensação aguda. No entanto, estudos 
mostram que outros mecanismos podem estar envolvidos no aumento dos níveis de AACR. 
Holecek e colaboradores (1997) usando CIC marcado mostraram uma diminuição na 
atividade de CDCCR em fígado perfundido após a administração de endotoxinas de 
Salmonella enteritidis em solução de perfusão. Corroborando com esta hipótese, uma 
menor atividade de CDCCR pode explicar também um aumento do nível venoso hepático 
de CIC em seres humanos após a administração de endotoxinas, como foi observado por 
Fong e colaboradores (1994). Holecek e colaboradores (1998) mostraram que a diminuição 
da oxidação de CACR e o aumento do fluxo de CACR através da AACR aminotransferase 
no fígado de ratos tratados com endotoxina, permitem a resíntese de uma quantidade 
5 
 
significante de AACR a partir de CACR levados para o fígado pela corrente sanguínea. 
Além disso, estudos em animais mostraram que o desequilíbrio de aminoácidos, 
especialmente excesso de leucina, e a subnutrição possuem efeitos imunossupressores 
(Marshall et al 1979).  
O Lipopolissacarídeo induz a produção acentuada de citocinas, as quais são os 
principais mediadores das alterações conhecidas como a resposta inflamatória sistêmica 
(Banks e Erickson 2010). As citocinas e quimiocinas desempenham um papel importante 
no cérebro durante sua função normal, bem como em estados de doença. Alterações em sua 
expressão centralmente e/ou perifericamente têm sido mostradas em várias doenças 
neurodegenerativas, incluindo doença de Alzheimer, neuro-AIDS, e em doenças que 
mostram complicações no sistema nervoso central (SNC), tais como o diabetes (Mrak e 
Griffin 2001; Marcondes et al 2007; O’Connor et al 2008; Craft 2009; Reale et al 2009), 
com evidências que sugerem que o evento inflamatório periférico pode promover 
progressão da doença, assim como agravar a doença (Combrinck et al 2002; Jaeger et al 
2009). Em muitas destas condições de doença, alterações nas funções da BHE também são 
observadas, o que sugere que a interação BHE/sistema imunológico seja importante em um 
espectro de doenças do SNC.  
A BHE surge a partir de junções epiteliais apertadas resultando na aderência do 
endotélio capilar da microvasculatura cerebral (Abbott 2005). Vários experimentos 
demonstraram que ocorre aumento da permeabilidade dos capilares cerebrais quando a 
integridade da membrana celular endotelial é alterada ou pela ativação de rotas 
bioquímicas específicas envolvidas na regulação e funcionalidade da BHE (Rubin e 
Staddon 1999; Gonzalez-Mariscal et al 2000). As células inflamatórias podem ser uma 
fonte significativa de citocinas pró-inflamatórias e outras moléculas potencialmente tóxicas 
(Schoettle et al 1990; Allan e Rothwell 2005), e alterações na permeabilidade da BHE 
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podem contribuir para lesão cerebral secundária através da passagem anormal de 
substâncias do sangue para o SNC influenciando na vulnerabilidade neuronal (Stahel et 
al 2000; Lucas et al 2006). Neste estudo, nós avaliamos o efeito da coadministração de 
LPS, principal componente da parede celular das bactérias gram-negativas, em ratos 
submetidos a um modelo animal de DXB sobre a permeabilidade da BHE. 
 
Materiais e métodos 
 
Animais 
Ratos Wistar machos de 10 e 30 dias de idade (pesando 20-25 g, e 60-80 g, 
respectivamente)  foram obtidos do biotério central da Universidade do Extremo Sul 
Catarinense. Ratos de 10 dias de idade foram deixados com suas mães até o dia do 
experimento, e os ratos de 30 dias de idade foram desmamados aos 21 dias de vida. Todos 
os ratos foram colocados em caixas em grupos de cinco com livre acesso a comida e água e 
mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes ligadas as 7:00 am) a uma temperatura 
de  23±1°C. Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com o 
Guia do Instituto Nacional de Saúde para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratório e 
das recomendações de Cuidado Animal da Sociedade Brasileira de Neurociências e 
Comportamento, com a aprovação do Comitê de Ética da Universidade do Extremo Sul 
Catarinense (protocolo número 83/2012). 
 
 
Administração Aguda de Pool de AACR 
Os animais receberam três administrações subcutâneas do pool de AACR (15,8 
µL/g peso corporal em intervalos de 1h) contendo leucina 190 mmol/L, isoleucina 59 
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mmol/L e valina 69 mmol/L em solução salina (0.85% NaCl) ou solução salina (grupo 
controle). O pool de AACR e a solução salina foram administrados no dia pós-natal (DP) 
10 ou 30 (n=6). Imediatamente após a primeira administração, os animais receberam uma 
única administração intraperitoneal de LPS (Sigma, St. Louis, MO) dissolvido em salina 
em uma dose de 3mg/kg de peso corporal (Erickson e Banks 2011). A escolha da dose de 
AACR e idade dos animais foi baseada em um estudo anterior (Bridi et al 2006) que 
mostrou que a administração do pool de AACR em ratos (doses e idades semelhantes aos 
utilizados em nosso estudo) resultou no aumento dos níveis de leucina, isoleucina e valina 
no sangue e cérebro, mimetizando o principal achado bioquímico observado em pacientes 
com DXB durante as crises. 
 
Permeabilidade da BHE 
A avaliação da permeabilidade da BHE foi realizada utilizando o corante de Evan’s 
blue (peso molecular de 961 Da). Após a última administração do pool de AACR, ratos de 
10 dias de idade receberam injeção com 1 mL/kg de Evan’s blue a 1% (peso/volume em 
PBS, intraperitoneal) (Coimbra et al 2007). Adicionalmente, em ratos de 30 dias de idade, 
o corante foi administrado (2% peso / volume em PBS) por via intravenosa (3 mL/kg) pela 
veia femoral do rato. Uma hora depois, os animais foram anestesiados com cetamina (6.6 
mg/kg), xilazina (0.3 mg/kg) e  perfundidos com salina heparinizada (1 U/mL) através do 
ventrículo esquerdo a uma pressão de 100 mmHg até a obtenção de um líquido de perfusão 
incolor pelo átrio direito (Belayev et al 1996). As amostras de hipocampo e córtex cerebral 
foram pesadas e colocadas em solução tricloroacética a 50%. Após a homogeneização e 
centrifugação, o corante extraído foi diluído com etanol (1:3), e foi determinada a 
fluorescência (excitação a 620 nm e emissão a 680 nm) com um leitor de microplacas M2 
Spectramax (Molecular Devices). Os cálculos foram baseados no padrão externo (62,5-500 
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ng/mL) no mesmo solvente. O teor de Evan’s blue do tecido foi quantificado a partir de 
uma curva padrão derivada de quantidades conhecidas do corante, e foi expressa por grama 
de tecido (Uyama et al, 1988). 
 
Análise estatística 
Os resultados são apresentados como a média ± desvio padrão. Todos os ensaios 
foram realizados em duplicata, e a média foi utilizada para análise estatística. Os testes 
para determinação da normalidade e variâncias iguais foram realizados para verificar se 
nossos dados qualificaram-se para os testes estatísticos paramétricos. Os dados foram 
distribuídos normalmente (Shapiro–Wilk, p > 0.05) com variâncias iguais entre as 
amostras (teste de variâncias iguais, p> 0,05). Uma análise de uma via da variância, 
seguida pelo teste de Tukey HSD Post-Hoc foi utilizada para a comparação dos três meios. 
Diferenças entre os grupos foram consideradas como significativas para p<0.05. Todas as 
análises foram realizadas em um computador PC IBM-compatível, utilizando o Statistical 




No presente estudo, foi avaliada a permeabilidade da BHE através da medida da 
quantidade de corante Evan’s blue no cérebro. A figura 1 mostra que não houve diferença 
significativa no teor de corante Evan’s blue no hipocampo após administração de AACR e 
LPS, separadamente, em ratos com 10 e 30 dias de idade. No entanto, observamos que a 
coadministração de AACR e LPS causou ruptura da BHE no hipocampo dos ratos de 10 e 
30 dias de idade.  
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Além disso, não houve diferença significativa no teor de Evan’s blue no córtex 
cerebral após administração de AACR e LPS, isoladamente, em ratos de 10 e 30 dias de 
idade. Por outro lado, a coadministração de AACR e LPS aumentou a permeabilidade da 




A BHE é importante para o SNC, pois suas funções primárias incluem a regulação 
da passagem de moléculas entre o cérebro e a circulação. A BHE restringe a passagem de 
moléculas potencialmente nocivas da circulação por meio da expressão das junções 
intercelulares e redução das taxas de macropinocitose, promovendo a passagem de 
nutrientes e peptídeos reguladores através da expressão de transportadores (Abbott et al 
2010). Neste trabalho, demonstramos que o tecido do cérebro, através do córtex cerebral e 
do hipocampo, teve uma ruptura da BHE após a administração de AACR em associação 
com LPS, mas não pela administração isolada dos mesmos. 
De Vries e colaboradores (1996) demonstraram que as citocinas, induzem o 
rompimento da BHE em cultura bovina, indicando que as citocinas ativam as células 
endoteliais cerebrais para produzirem eicosanóides que, subsequentemente, induzirão a 
ruptura da BHE. A endotoxina é capaz de ativar células inflamatórias da linhagem 
mielóide que amplificam a resposta inflamatória e subsequentemente liberam citocinas 
pró-inflamatórias (Nathan 2002; Tracey 2002). Estas citocinas e moduladores 
imunológicos podem romper a BHE, e também podem modular a seletividade dos sistemas 
de transporte saturáveis (Banks 2005).  Várias vias podem estar envolvidas no aumento da 
permeabilidade da BHE durante as condições inflamatórias, tais como o aumento da 
pinocitose resultando na disfunção das junções apertadas da BHE (Risau e Wolburg 1990; 
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Huber et al 2002a,b). Além do mais, alterações na expressão das citocinas centralmente 
e/ou perifericamente, tem sido demostrado em várias doenças neurodegenerativas 
incluindo doença de Alzheimer, Neuro-AIDS, bem como as doenças que apresentam 
complicações do SNC, tais como o diabetes (Banks et al 1999; Mrak e Griffin 2001; 
Marcondes et al 2007; O’Connor et al 2008; Craft 2009; Reale et al 2009) com evidência 
sugerindo que eventos inflamatórios periféricos podem promover progressão da doença, 
assim como agravar a doença (Combrinck et al 2002; Jaeger et al 2009). Em muitos destes 
estados de doença, alterações na função da BHE também são observadas, sugerindo que a 
interação BHE/sitema imunonológico é importante em um espectro de doenças do SNC. 
Neste mesmo contexto, Simone e colaboradores (2013) demonstraram que na presença de 
níveis elevados de AACR, células microgliais exibem um fenótipo peculiar caracterizado 
por uma inclinação parcial para o estado anti-inflamatório, que pode resultar em uma 
resposta microglial menos eficiente ao dano local e no estabelecimento de um estado 
inflamatório de baixo grau.  
Alterações na permeabilidade da BHE também pode ser consequência da 
hiperativação das metaloproteínases de matriz (MMPs), uma família de proteases de zinco 
e cálcio-dependentes, extracelulares que degradam a matriz extracelular e outras proteínas 
extracelulares (Romanic et al 1998; Gidday et al 2005). A ativação das MMPs é essencial 
para remodelação do espaço extracelular do tecido, morfogênese e cicatrização das feridas 
(Page-McCaw et al 2007). Entretanto, a atividade proteolítica excessiva das MMPs 
também pode ser prejudicial em componentes de degradação da matriz extracelular, 
levando a dano microvascular progressivo, incluindo hemorragia (Rosenberg e Navratil 
1997; Gidday et al 2005). Em doenças inflamatórias, as MMPs parecem desenvolver um 
papel fundamental na quebra da BHE (Leib et al 2000; Dal-Pizzol et al 2013).  
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Além disso, em modelos animais tem sido demonstrada uma correlação entre o 
aumento do estresse oxidativo e a diminuição da resistência elétrica do endotélio cerebral, 
o que indica um aumento na permeabilidade da BHE. Espécies reativas de oxigênio 
(EROs) também fornecem um gatilho comum para muitas vias que mediam diretamente a 
ruptura da BHE,  como dano oxidativo,  modificação da junção apertada e ativação de 
MMPs (Pun et al 2009). Por outro lado, EROs estão associadas com dano na enzima ATP-
ase, que promove uma disfunção da BHE, isso permite que ocorra o influxo de Ca+2 para 
dentro das células (Olesen et al 1987; Pun et al 2009). Corroborando com esta hipótese, o 
acúmulo de CIC foi demonstrado anteriormente como inibidor do metabolismo oxidativo 
através da inibição da piruvato desidrogenase e α-cetoglutarato desidrogenase resultando 
na disfunção do Ciclo de Krebs, e esta falha de energia resulta na perda da função da 
Na+/K+-ATPase  levando a um inchaço celular e edema cerebral (Zinnanti et al 2009). 
Além disso, uma das principais características da DXB é um aumento da produção de 
EROs nos órgãos afetados, incluindo o cérebro (Bridi et al 2003, 2005; Fontella et al 2002; 
Barschak et al 2006; Mescka et al 2011). 
 Os mecanismos celular e bioquímico das alterações da BHE nos ratos submetidos 
à administração de AACR em combinação com LPS ainda são pouco conhecidos. O LPS 
tem sido demonstrado como um causador de ruptura na BHE in vitro e in vivo (De Vries et 
al 1996; Xaio et al 2001; Singh e Jiang 2004). Em contrapartida, nossos resultados 
mostraram que as administrações de LPS sozinho não causou aumento significativo na 
permeabilidade da BHE para o corante Evan’s blue. Estes resultados são compatíveis com 
os dados que indicam que o tratamento dos ratos com uma dose baixa de LPS (3 mg/kg) 
compromete parcialmente  a integridade da BHE, sem perturbar a estrutura capilar (Bickel 
et al 1998; Serres et al 2009). Todavia, a administração de AACR e LPS isoladamente 
pode causar a quebra da BHE, causando um aumento da permeabilidade apenas para 
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pequenas moléculas, mas não necessariamente está associada com a ruptura estrutural. Por 
outro lado, nós propomos que a administração de AACR em combinação com LPS causa 
rompimento da BHE associado à ruptura estrutural, sugere-se uma ação sinérgica entre 
AACR e LPS. Considerando o conjunto, nós podemos sugerir que o LPS potencializa os 
efeitos do AACR sobre a permeabilidade da BHE levando a produção de citocinas e 
estresse oxidativo, possivelmente por hiperativação das MMPs. 
Em conclusão, este resultado sugere que a quebra da BHE é relevante para a 
perpetuação da inflamação no cérebro e pode estar relacionada com a disfunção cerebral 
observada em pacientes com DXB. A infecção precipita frequentemente a descompensação 
aguda com complicações, não só através da proteólise do músculo esquelético e efeitos 
imunossupressores dos AACR, mas também pela ruptura da BHE, uma vez que o aumento 
da permeabilidade da BHE permite uma maior entrada de AACR e outras substâncias 
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Figura 1: Efeito da administração aguda de AACR, lipopolissacarídeo (LPS), ou uma 
combinação destes na integridade da barreira hematoencefálica no hipocampo de 
ratos, 10 e 30 dias de idade. Os dados são expressos como a média ± desvio padrão de 




Figura 2: Efeito da administração aguda de AACR, lipopolissacarídeo (LPS), ou uma 
combinação destes na integridade da barreira hematoencefálica no córtex cerebral de 
ratos, 10 e 30 dias de idade. Os dados são expressos como a média ± desvio padrão de 
seis a sete animais por grupo. * p <0,05 comparado com o grupo de controle. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
